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BMI Body mass index 
CRP C-reactive protein 
DBP Diastolic blood pressure 
FBS Fetal bovine serum 
FMD Flow-mediated dilation 
HbA1c Hemoglobin A1c 
HDL High density lipoprotein 
HOMA-R Homeostasis model assessment ratio 
HPLC High-performance liquid chromatography 
LDL Low density lipoprotein 
MAPKK MAP kinase kinase 
NKT cell Natural killer T cell 
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor 1 
PBS Phosphate-buffered saline 
PKC Protein kinase C 
PLC Phospholipase C 
PTX Pertussis toxin 
RBC Red blood cell 
ROCK Rho/Rho kinase 
S1P Sphingosine-1-phosphate 
SBP Systolic blood pressure 
TCR T cell antigen receptor 
TNF-α Tumor necrosis factor –α 
SPHK Sphingosine kinase 





第 1 章 序論  
 







容体  (invariant T-cell 
antigen receptor: iTCR) を
持つT細胞群である  












マウスでアテローム性動脈硬化症の進展が減弱することや  (Nakai et al. 
2004)、NKT細胞は冠動脈疾患のマーカーになり得ること  (Andoh et al. 
2006) が報告されている。高脂肪食で誘導されたインスリン抵抗性の増悪





al. 2013)。NKT細胞の内因性リガンドとしては isoglobotriaosylceramide 
(iGb3) が最有力候補とされているが、NKT細胞の分化に関与するセレクタ
ーリガンドは未だ探索段階である  (Iwabuchi 2011)。  
 スフィンゴシン  1-リン酸  (sphingosine-1-phosphate: S1P) は生理活性を
持つスフィンゴ脂質代謝産物の一種で、S1P 受容体を介して血管新生、細
胞の増殖、分化、生存、遊走、炎症等に関与している  (Spiegel et al. 2002, 
Takuwa et al. 2008)。S1P 受容体は 7 回膜貫通型の G タンパク質共役型受容
体で、S1P1から S1P5まで 5種類のサブタイプが同定されている  (Takuwa et 
al. 2008)。S1P 受容体の発現パターンは組織間で異なっており、S1P1、S1P2、
S1P3 は様々な組織で広く発現が見られる一方、S1P4 は脳や皮膚、S1P5 は
肺や胸腺、脾臓といった限られた組織にのみ発現している  (Ishii et al. 
2001)。肥満モデルマウスで血漿中 S1P 濃度が高くなるという報告があり  
(Samad et al. 2006)、血中 S1P レベルと心血管疾患との相関を示唆する報告




本研究では、S1P が NKT 細胞の免疫応答を制御し、病態の進行に影響
を及ぼしているのではないかという仮説を立て、NKT 細胞ハイブリドー
マとマウス iNKT 細胞に対して S1P 刺激実験を行い、サイトカイン産生の
変化を検討した。さらに、S1P に対する NKT 細胞ハイブリドーマの遊走
を調べた。また、実際にヒトにおいて S1P 濃度がどのようになっているの
かを調べるため、合併症を持たない脂質異常症あるいは高血圧症患者の血




図 2 α-GalCer を負荷した CD1d 分子
を固相化するプレートコーティング法  
第 2 章 実験材料および実験方法  
 
2-1. 試薬  
S1P 刺激実験に用いた D-erythroS1P は Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, 
USA) より購入した。S1P 刺激の前処理に以下の試薬を用いた : VPC23019 
(Cayman Chemicals), JTE013 (Cayman Chemicals), FTY720 (Cayman 
Chemicals), Y-27632 (WAKO Pure Chemical, Osaka, Japan), U0126 (Abcam, 
Cambridge, UK), pertussis toxin (PTX) (Tocris Bioscience, Bristol, UK), 
Ro-31-8220 (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)。  
 
2-2. 細胞培養  
実験に用いた細胞は、RPMI 1640 培地  (Wako Pure Chemical) に 10% FBS 
(Life Technologies, CA, USA)、100 U/mL penicillin、 100 g/mL streptomycin、 
50 μM 2-mercaptethanol (Wako) を添加した培地で、37℃、5% CO2 条件下で
培養した。S1P 刺激実験を行う前に、細胞を PBS で洗浄し、FBS を含有し
ない培地に交換して無血清処理を行った。NKT 細胞ハイブリドーマおよ
びマウス iNKT 細胞を、血清飢餓処理の 16 時間後に S1P 刺激実験を行っ
た。マウス Vα14 iNKT 細胞と胸腺腫細胞 BW1100 を掛け合わせて作製さ
れた NKT 細胞ハイブリドーマ 1B6 細胞および 2E10 細胞  (北里大学・岩渕






rat basophilic leukemia (RBL) 細
胞株  (RBL-CD1d、北里大
学・岩渕和也教授より提供




細胞の活性化を行った  (Nyambayar et al. 2007)。図 2 のように α-GalCer を
負荷した CD1d (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) を培養プレート
に固相化したプレートコーティング法による活性化も用いた  (Nyambayar 
et al. 2007)。200 g/ml α-GalCer と BD DimerX CD1d Reagents (BD 
Bioscience, NJ, USA) を容量比 1:2 で混合し、37℃で一晩インキュベートし
て α-GalCer-CD1d 複合体を調製した。α-GalCer-CD1d 複合体を PBS で 34
倍希釈し、ディッシュにコーティングした後に細胞を播種した。  
 
2-3. PCR による遺伝子発現の解析  
細胞を回収し、Tripure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, Basel, 
Switzerland) を用いて total RNA を抽出した。その後、 total RNA を
PrimeScript RT reagent kit (for Real Time) (TAKARA Bio, Shiga, Japan) を用
いて逆転写を行い、cDNA に変換した。FastStart Universal SYBR Green 
Master (Roche Diagnostics) を用いて定量的 PCR を行った。また、
PrimeScript RT-PCR Kit (TAKARA Bio) を用いて逆転写を行い、cDNA に変
換した後に PrimeSTAR HS Polymerase (TAKARA Bio) を用いて RT-PCR を
行った。RT-PCR 産物はアガロース電気泳動によって検出した。プライマ
ーセット mouse TNF-α (MA031450) および mouse β-Actin (MA050368) は
TAKARA Bio より購入した。その他のプライマーの塩基配列は、表 1 に示
した。ケモカインリガンド mouse CXCR6 のプライマー塩基配列は以前の





表 1 プライマーの塩基配列  
Gene names Direction Sequence (5′-3′) 
(qRT-PCR)  
mS1P1 Forward TCCATCGTCATCCTCTACTGC 
Reverse AGGATGTCACAGGTCTCCGC 
mS1P2 Forward TATCGTGGCTCTGTACGTCC 
Reverse CGCCACGTATAGATGACAGG 
mS1P3 Forward TCAGTGGTTCATCATGCTGG 
Reverse CAGGTCTTCCTTGACCTTCG 
mS1P4 Forward AAGACCAGCCGTGTGTATGG 
Reverse TCAGCACGGTGTTGAGTAGC 
mS1P5 Forward CTTGCTATTACTGCATGTCGC 
Reverse GTTGGAGGAGTCTTGGTTGC 
mSPHK1 Forward GATGCATGAGGTGGTGAATG 
Reverse TACCCAGCATAGTGGTTCACAG 
mSPHK2 Forward GAATGGGCTCCTTGATCG 
Reverse TTGAGCAACAGGTCAACACC 
(RT-PCR)  
β-Actin Forward TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT 
Reverse CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG 




2-4. マウス iNKT 細胞の分離  
雌性の8週齢C57BL/6マウス  (Nippon SLC, Shizuoka, Japan) の脾臓を摘
出し、iNKT細胞を分離した。iNKT細胞の分離はSatohらの方法に従って行
った  (Satoh et al. 2012)。フローサイトメトリーには以下の抗体を用いた：
DimerX-CD1d (BD Biosciences)、PE Rat Anti-Mouse IgG1 (BD Biosciences)、
Purified Mouse IgG1 (BD Biosciences) 、FITC Anti-mouse TCRβ chain 
(BioLegend, San Diego, CA, USA)。  
 
2-5. ELISA 法によるタンパク質の定量  
NKT細胞が放出したサイトカイン量の測定には、OptEIA enzyme-linked 
immunosorvent assay kit (BD Biosciences) を用いた。1B6細胞の培養上清は、
Vivaspin R15 (Sartorius stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany)  を用い
て濃縮を行った後にサイトカインを定量した。ヒト血漿中PAI-1測定には
Active Human PAI-1 ELISA kit (Innovative Research, Novi, MI, USA) を用い
た。ヒト血漿中TNF-α 測定にはQuantikine HS ELISA kit (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA) を用いた。  
 
2-6. 細胞の遊走実験  
ボイデンチャンバーの仕組みを利用したケモタキセル  (8.0-μm-pore 
size membrane; KURABO, Osaka, Japan) を用いて細胞遊走を測定した。
CXCL16 (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) はNKT細胞に特異的なケモカイ
ンリガンドとして用いた。NKT細胞ハイブリドーマを上部チャンバーに播
種し、下部チャンバーにはS1Pあるいは  150 ng/ml CXCL16を加えた培地を
入れた。ケモタキセルの膜をPBSで洗浄し、4% paraformaldehyde phosphate 
bufferで膜上の細胞を固定した。固定した細胞を0.2% trypan blue solutionで
染色し、膜部分を切り取った後に顕微鏡で観察して計数した。  
 












川らの報告に従い HPLC 法で行った  (Ohkawa et al. 2008)。血管内皮機能の
指標である FMD の測定は、杉浦らの方法に従って行われた  (Sugiura et al. 










図 3 リアルタイム PCR 法により、NKT 細胞ハイブリドーマ 1B6 細胞
と 2E10 細胞の S1P 受容体および SPHK 発現を調べた。(n=3) 
第 3 章 NKT 細胞ハイブリドーマとマウス NKT 細胞を用いた S1P によ





を欠損させるとインスリン抵抗性が減弱するという報告がある  (Ohmura 
et al. 2010)。炎症性サイトカインTNF-αはインスリン抵抗性を増悪させる
因子である  (Suganami et al. 2010)。また、S1P刺激によってマクロファー




リアルタイム PCR 法により、NKT 細胞ハイブリドーマ 1B6 細胞と 2E10
細胞には S1P 受容体のうち、S1P1、  S1P2、S1P4 が発現していることがわ
かった。(図 3). SPHK2 も 1B6 細胞と 2E10 細胞に発現していた。S1P によ
って NKT 細胞ハイブリドーマが TNF-α の発現量を増加させるか調べるた
め S1P 刺激実験を行った。16 時間の血清飢餓処理後、1 μM S1P を培地に
加えて刺激を行った。S1P は有意に TNF-α の発現量を増加させた。1B6 細
胞では 10 時間後において約 2 倍程度 mRNA 発現量が増加し、2E10 細胞で
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は 6時間後において発現量増加のピークが観察された  (図 4 A)。S1Pは 1B6
細胞の TNF-α タンパク質産生量も有意に増加させた  (図 4 B)。以上の結











図４ NKT細胞ハイブリドーマの TNF-α産生に対する S1Pの影響を調
べた。(A) 1B6 細胞と 2E10 細胞に対して 1 μM S1P で刺激を行い、各
時間における TNF-α の mRNA 発現量を測定した。(n=3, *p<0.05 vs 
unstimulated controls at the indicated time) (B) 1B6 細胞に対して 1 
μM S1P で刺激を行い、刺激 48 時間後に回収した上清中の TNF-α タン





図 5 α-GalCer が誘導する NKT 細胞の TNF-α の mRNA 発現量お
よびタンパク質産生量に対する S1P の影響を調べた。(A) 1B6 細
胞  (左) および 2E10細胞  (右) を α-GalCerを負荷した RBL-CD1d
細胞と共培養し、各時間における TNF-α の mRNA 発現量を測定し
た。  (n=3, *p<0.05 vs. unstimulated controls at the indicated 
time) (B) 2E10 細胞を α-GalCer でコーティングしたプレートで、
1 μM S1P の存在下あるいは非存在下で 10 時間培養を行い、TNF-α
の mRNA 発現量を測定した。  (n=8, *p<0.05 vs. control or 
α-GalCer) (C) 2E10細胞を α-GalCerでコーティングしたプレート
で、1 μM S1P の存在下あるいは非存在下で培養を行い、各時間に
おける TNF-α の mRNA 発現量を測定した。 (n=4, ) (D) 2E10 細胞
を α-GalCer でコーティングしたプレートで、1 μM S1P の存在下
あるいは非存在下で 24 時間培養を行い、上清中の TNF-α を ELISA
法で測定した。  (n=3, *p<0.05 vs. unstimulated control or 
α-GalCer) (E) C57BL/6 マウスの脾臓より分離した iNKT 細胞をプ
レートコーティング法で S1Pおよび α-GalCer刺激を 10時間行い、
TNF-α の mRNA 発現量を測定した。  (n=3, *p<0.05 vs. 
unstimulated control) 
3-2. S1P は α-GalCer によって誘導された NKT 細胞ハイブリドーマの
TNF-α mRNA 発現量およびタンパク質産生量の増加を増強する  
α-GalCerはiNKT細胞の主要なリガンドであり、α-GalCer刺激によって
NKT細胞ハイブリドーマは IL-4と IFN-γを産生することが明らかとなって
いる  (Nyambayar et al. 2007)。α-GalCerを負荷したRBL-CD1dと共培養する
ことで、1B6細胞および2E10細胞は活性化された。共培養開始30分後に、
1B6細胞は有意にTNF-αのmRNA発現量を増加させた  (図5 A)。これに対し
て2E10細胞は、約24倍程度TNF-αの発現量を増加させた  (図5 A)。
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図 6 2E10 細胞を α-GalCer でコーティングしたプレートで、1 μM 
S1P の存在下あるいは非存在下で 24 時間培養を行い、上清中の
IFN-γ を ELISA 法で測定した。  (n=3, *p<0.05 vs. unstimulated 
control or α-GalCer) 
α-GalCer/CD1dコーティングされたプレートを用いた場合も、共培養法と
同じようにTNF-αの発現量が増加した  (図5 B)。1 μM S1Pの存在下で、
α-GalCer/CD1dコーティングされたプレートを用いて活性化を行うと、さ
らにTNF-αのmRNA発現量が増加した  (図5 B, C)。2E10細胞では、α-GalCe
で誘導されたTNF-αのタンパク質産生量も、S1Pが存在することによりさ
らに増強された  (図5 D)。S1Pおよびα-GalCerは、マウス脾臓より採取した
NKT細胞のTNF-α mRNA発現量も増加させた  (図5 E)。これに対して、S1P










胞を10 μMのVPC23019 (S1P1/3アンタゴニスト) もしくは10 μMのJTE013 
(S1P2 アンタゴニスト) で30分間処理を行い、1 MのS1Pで刺激を行って
TNF-αのmRNA発現量を測定した。VPC23019とJTE013のどちらもS1Pによ
















を1 μMのRo-31-8220 (protein kinase C; PKC阻害剤) で30分間処理し、1 M
のS1Pで刺激を行ってTNF-αのmRNA発現量を測定した。Ro-31-8220はS1P
による  TNF-αの発現量増加を抑制した  (図9 A)。1B6細胞および2E10細胞
を10 μMのY-27632 (Rho kinase; ROCK阻害剤) で30分間処理し、1 MのS1P
で刺激を行ってTNF-αのmRNA発現量を測定した。Y-27632はS1Pによる
TNF-αのmRNA発現量増加を抑制しなかった  (図9 B)。G12/13の下流には
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図 7 S1P 受容体阻害剤で処理を行った後に S1P 刺激実験を行った。
(A) 1B6 細胞および 2E10 細胞を 10 μM VPC23019 または 10 μM 
JTE013 で 30 分間処理し、1 μM S1P で刺激を行った後に TNF-α の
mRNA 発現量を測定した。 (n=3, *p<0.05 vs. control) (B) 1B6 細胞
および 2E10 細胞を 100 nM FTY720 で 12 時間処理し、1 μM S1P で






図 8 S1P 受容体と共役した G タンパク質下流のシグナル経路図。 
(生化学  2012;84:92-101 より引用・改変) 
 
ROCK経路が存在するが、この経路はTNF-αの発現量増加には関わって
いないと考えられる。次に1B6細胞および2E10細胞を10 μMのU0126 (MAP 
kinase kinase; MAPKK阻害剤) で30分間処理し、1 MのS1Pで刺激を行って
TNF-αのmRNA発現量を測定した。U0126はS1PによるTNF-αの発現量増加
を抑制した  (図9 C)。1B6細胞および2E10細胞を1 μg/mlのPTX (Gi阻害剤) 
で6時間処理し、1 MのS1Pで刺激を行ってTNF-αのmRNA発現量を測定し
た。前述の結果に反して、MAPKKの上流にあるGiの阻害剤であるPTXは








図 9 G タンパク質下流シグナル分子の阻害剤で処理を行った後に
S1P 刺激実験を行った。 (A) 1B6 細胞および 2E10 細胞を 1 μM 
Ro-31-8220 で 30 分間処理を行った後に 1 μM S1P で刺激を行い、
TNF-α の mRNA 発現量を測定した。(n=3, *p<0.05 vs. control) (B) 
1B6 細胞および 2E10 細胞を 10 μM Y-27632 で 30 分間処理を行った
後に 1 μM S1P で刺激を行い、TNF-α の mRNA 発現量を測定した。
(n=3, *p<0.05 vs. control) (C) 1B6 細胞および 2E10 細胞を 10 μM 
U0126 で 30 分間処理を行った後に 1 μM S1P で刺激を行い、TNF-α
の mRNA 発現量を測定した。(n=3, *p<0.05 vs. control) (D) 1B6 細胞
および 2E10細胞を 1 μg/ml PTXで 6時間処理を行った後に 1 μM S1P
で刺激を行い、TNF-α の mRNA 発現量を測定した。(n=3, *p<0.05 vs. 
control or S1P) 
3-4. 小括  
S1P は炎症性サイトカインの産生を誘導することで、炎症の惹起に関与
している  (Obinata et al. 2011)。本研究では、S1P によって増加する炎症性
サイトカインとして TNF-α に着目し、実験を行った。TNF-α はインスリン
抵抗性やアテローム性動脈硬化症の増悪因子であり、これらの病態が増悪
することで心血管イベントの発生につながる  (Suginami et al. 2010)。ヒト
の血液中での S1P 濃度は 300-800 nM であるという報告があるため  
(Sugiura et al. 2012)、今回の実験では 1 μM S1P で刺激実験を行った。1 μM 
S1P 刺激によって NKT 細胞ハイブリドーマの TNF-α 発現量は増加した。
α-GalCer は Vα14/ Jα18 iNKT 細胞の特異的なリガンドであり、α-GalCer 刺
激は IL-4 や IFN-γ 産生を誘導する  (Ohmura et al. 2010)。本研究で、α-GalCer
刺激は NKT 細胞ハイブリドーマの TNF-α 産生量を増加させることが明ら
かとなった。α-GalCer 刺激による TNF-α 発現量増加作用は、1B6 細胞より
も 2E10 細胞において顕著だった。S1P の存在下では、α-GalCer 刺激によ
る 2E10 細胞の TNF-α 産生量増加はさらに増大した。α-GalCer 刺激によっ
て NKT 細胞は Th1 サイトカインである TNF-α や IFN-γ を産生するが、S1P
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は NKT 細胞ハイブリドーマの IFN-γ の産生量に影響を及ぼさなかった。
S1P は α-GalCer 刺激による NKT 細胞の IL-4、 IL-10、IL-13 の産生量増加
を抑制するという報告もあり  (Hwang et al. 2009)、S1P による TNF-α の増
加は TNF-α に特異的に見られる現象ではないかと考えられる。マウス脾臓
より分離した iNKT 細胞も、α-GalCer 刺激によって TNF-α 発現量を増加さ
せた。有意な増加ではなかったが、S1P 刺激によってもマウス脾臓 iNKT







について調べた以前の報告の結果と一致する  (Allende et al. 2008)。S1P受


















図 10 1B6 細胞および 2E10 細胞を 1 μg/ml PTX で 6 時間処理を行っ
た後に 1 μM S1P で刺激を行い、 IFN-γ (左) と IL-4 (右) の mRNA 発現














図 11 PKC 阻害剤 Ro-31-8220 は S1P による TNF-α の mRNA 発現







図 12 S1P の濃度勾配に従った T 細胞の移出モデル図
(YAKUGAKUZASSHI 2009;129:655-665 より引用・改編) 
第 4 章 NKT 細胞ハイブリドーマの S1P に対する遊走性の検討  
 
4-1. S1P受容体はNKT 細胞ハイブリドーマの遊走に関与している  
S1P は T 細胞の遊走を制御している  (Wei et al. 2005)。図 12 のように、
血液中では S1Pは 300 nMより高い高濃度となっており、細胞表面上の S1P
受容体発現レベルは低くなっている。2 次リンパ組織では S1P が 10 nM 未
満の低濃度に保たれていて、S1P が低濃度のリンパ組織では細胞表面の
S1P 受容体が再発現し、S1P の濃度勾配に従ってリンパ組織外へ移出する
モデルが示されている  (Nofer et al. 2007)。また、免疫抑制剤 FTY720 (フ
ィンゴリモド) は T細胞の S1P受容体を介した移出を阻害することで免疫
抑制作用を示す  (Choi et al. 2011)。フィンゴリモド  (商品名：ジレニア®) 
は 2011 年 9 月に日本国内初の経口多発性硬化症治療薬として製造販売承


























図 13 ケモタキセル膜上の細胞を顕微鏡で観察した。 (A, B) S1P に誘導
される NKT 細胞ハイブリドーマの遊走をケモタキセルを用いて観察した。
1B6 細胞および 2E10 細胞を 100 nM FTY720 で 12 時間処理し、ケモタキ
セル上部チャンバーに播種した。  下部チャンバーには 1 μM S1P を加え
た。24 時間インキュベートを行った後に、膜を切り取り細胞を固定・染




図 14 1B6 細胞および 2E10 細胞を 100 nM FTY720 で 12 時間処理
し、ケモタキセル上部チャンバーへ播種した。下部チャンバーには
1000 nM S1P を加え、24 時間インキュベートを行った。 (n=3, 
*p<0.05 vs. vehicle) 
膜上の細胞数を計数し、コントロールを 100%として比較した。S1P が
存在することにより NKT 細胞ハイブリドーマの下部チャンバーへの遊走
は増加し、FTY720 で処理を行うと遊走は阻害された  (図 14)。  よって、
S1P による NKT 細胞ハイブリドーマの遊走促進は S1P 受容体を介した作
用であると考えられる。  
 
4-2. S1P と CXCL16 は NKT 細胞ハイブリドーマの遊走を促進する  
次に NKT 細胞に特異的なケモカインリガンドである CXCL16 に対する
NKT 細胞ハイブリドーマの遊走を調べた。CXCL16 はケモカイン受容体
CXCR6 に特異的なリガンドである  (Jiang et al. 2005)。CXCR6 は NKT 細
胞や活性化した T 細胞に発現している。そこで、RT-PCR によって NKT
細胞ハイブリドーマにおける CXCR6 の発現を調べた。1B6 細胞および





せた  (図 15 B)。500 nM および 1000 nM の S1P による遊走促進作用は
CXCL16 による遊走促進作用と同等であった  (図 15 B)。S1P と CXCL16
を併用しても、さらなる遊走の増加は見られなかった  (図 15 C)。  
 
4-3. S1P 受容体下流にある G タンパク質の経路は NKT 細胞ハイブリド
ーマの遊走制御に関与している  
S1P受容体は Gタンパク質と共役して細胞の遊走を制御するというモデ
ルが示されている。S1P1は Giと共役しており、GDP-GTP交換因子  (guanine 
nucleotide exchange factor) である Rac-GEF を介して Rac を活性化させ、細




図 15 CXCL16 と S1P に対する遊走性を調べた。 (A)NKT 細胞ハ
イブリドーマの CXCR6 発現を RT-PCR 法で調べた。  (B) 500 nM
または 1 μM S1P および 150 ng/ml CXCL16をケモタキセル下部チ
ャンバーに加え、1B6細胞と 2E10細胞を上部チャンバーに播種し、
インキュベートを行った。 (n=6 (1B6- 3 hours), n=5 (1B6- 24 
hours), n=4 (2E10- 3 hours), n=3 (2E10- 24 hours), *p<0.05 vs. 3 
hour control. #p<0.05 vs. 24 hour control) (C) 500 nM S1P およ
び 150 ng/ml CXCL16 をケモタキセル下部チャンバーに加え、1B6
細胞と 2E10 細胞を上部チャンバーに播種し、インキュベートを行
った。(n=4 (1B6- 3 hours, 2E10- 24 hours), n=3 (1B6- 24 hours, 
2E10- 3 hours, *p<0.05 vs. 3 hour control, **p<0.01 vs. 3 hour 
control, #p<0.05 vs. 24 hour control, ##p<0.01 vs. 24 hour 
control) 
て S1P2 は Gi と G12/13 の両方と共役しているが、G12/13 を介した経路の
寄与が大きい。よって Rho が活性化し、GTPase 活性化タンパク質  
(GTPase-activatinge protein) である Rac-GAP を介して Rac の活性化を抑制
し、細胞遊走を抑制する  (Sugimoto et al. 2003)。そこで、S1P による NKT
細胞ハイブリドーマの遊走制御に関与している経路を調べるために以下
の実験を行った。10 μM の Y-27632 で 30 分間処理をした後にケモタキセ
ルで 24 時間インキュベートした。Y-27632 処理を行うことで NKT 細胞ハ
イブリドーマの遊走が増加した  (図 16 A)。1 μg/ml の PTX で 6 時間処理を
した後にケモタキセルで 24 時間インキュベートした。PTX 処理を行うこ
とで S1P による遊走増加が抑制された  (図 16 B) 
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図 16  (A) 1B6 細胞および 2E10 細胞を 10 nM Y-27632 で 30 分間処
理した後にケモタキセル上部チャンバーに播種し、下部チャンバーに
S1P を加えて 24 時間インキュベートを行った。 (n=3 (1B6), n=4 
(2E10), *p<0.05 vs. vehicle without S1P treatment) (B) 1B6 細胞お
よび 2E10 細胞を 1 μg/ml PTX で 6 時間処理した後にケモタキセル上
部チャンバーに播種し、下部チャンバーに S1P を加えて 24 時間イン
キュベートを行った。 (n=3, *p<0.05 vs. vehicle without S1P 




4-4. 小括  
S1P受容体の制御はアテローム性動脈硬化症など様々な動物の疾患モデ










る。  CXCL16はNKT細胞に特異的なケモカインリガンドである  (Johnston 























第 5 章 ヒト血漿中 S1P 濃度の解析  
 
5-1. 血漿中 S1P 濃度は BMI および血漿中 PAI-1 濃度と正の相関を示す  
これまでの報告で、肥満モデルマウスである ob/ob マウスでは血漿中 S1P
濃度が高いこと  (Samad et al. 2006)、血漿中の遊離 S1P レベルは冠動脈疾
患の重症度と相関すること  (Sattler et al. 2010)、ヒト肝癌細胞 HepG2 細胞  
(Asakura et al. 2011) とマウス 3T3-L1 脂肪細胞  (Ito et al. 2013)で S1P 刺激
によりプラスミノゲンアクチベータインヒビター1 (Plasminogen activator 
inhibitor-1; PAI-1) 産生が増加することが明らかとなっている。PAI-1 はセ
リンプロテアーゼ機能を持ち、組織型プラスミノゲンアクチベータ  
(tissue-type plasminogen activator; t-PA) とウロキナーゼ型プラスミノゲン
アクチベータ urokinase-type plasminogen activator (u-PA) の両者を阻害す
ることで血栓形成に寄与している  (Vykoukal et al. 2011)。また、前述の実
験結果より、S1P が炎症性サイトカイン TNF-α を増加させることも判明し
た。そこで、合併症を持たない高血圧症および脂質異常症の患者の血漿中
S1P 濃度を測定し、病態との相関を解析した。さらに、血漿中の PAI-1 お
よび TNF-α の濃度も測定した。患者の年齢分布と男女比を図 17 に、患者
背景および各臨床検査値を表 2 に示した。  
 




Variables Total patients (n=120) 
Age (years old) 61±13 




SBP (mmHg) 139±21 











Hemoglobin (g/dl) 13.7±1.6 






Blood glucose level (mg/dl) 112±23 
HbA1c (%) 5.3±0.8 
Insulin (g/dl) 15.1±32.7 
HOMA-R 4.41±10.6 
LDL-cholesterol (mg/dl) 112±29 
HDL-cholesterol (mg/dl) 65±17 
Total cholesterol (mg/dl) 197±32 
Triglyceride (mg/dl) 121±86 
Creatinine (mg/dl) 0.8±0.2 
CRP (mg/dl) 1.0±1.2 
Urinary albumin (mg/g Cr) 31.9±72.5 
S1P (nM) 481±95 
PAI-1 (ng/ml) 7.9±6.9 




図 18 肥満と血漿中 S1P の関連について調べた。 (A) 患者の BMI と
血漿中 S1P 濃度について相関分析を行った。 (Kendall τ = 0.205, 
significance probability = 0.001) (B) BMI が 25 以上、22 以上 25 未
満、22 未満の 3 グループに分けてそれぞれの平均血漿中 S1P 濃度を
比較した。(**p<0.01) 
患者の血漿中S1P濃度と臨床検査値との相関分析を行った結果、肥満度を
示す指標であるBMIと有意な相関が見られた  (図18 A)。血漿中S1P濃度は
この他にヘモグロビンとヘマトクリット値と相関があり、ヘモグロビンと
ヘマトクリット値を介入させるとS1PとBMIの間の相関は見られなくなっ




均血漿中S1P濃度が高いという結果が得られた  (図18 B)。次に血漿中PAI-1
濃度を測定し、血漿中S1P濃度と相関分析を行った。その結果、PAI-1濃度
とS1P濃度の間に有意な相関が見られた  (図19)。以前の報告とも一致して、
PAI-1はBMIとも強い相関を示した  (results not shown)。PAI-1はヘモグロビ




図 19 血漿中 S1P濃度と血漿中 PAI-1濃度について相関分析を行っ





5-2. 血漿中 S1P濃度が高い患者は血漿中 PAI-1および TNF-αのレベルが
高く、FMD 値が低い傾向となる  
前述の解析結果より、BMI が 25 以上の肥満者では血漿中 S1P 濃度が高
く、500 nM 以上となっていることが明らかになった。そこで、血漿中 S1P
濃度が 500 nM 以上のグループと 500 nM 未満のグループに分けて比較を
行った。S1P が 500 nM 以上のグループでは血漿中 TNF-α 濃度が有意に高
かった  (図 20 A)。S1P が 500 nM 以上のグループでは血漿中 PAI-1 濃度も
高かった  (図 20 B)。FMD は非侵襲的な血管内皮機能測定検査で、内皮機
能が低下していると NO 産生量が減少し、FMD の値が低くなる  (Sugiura et 
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図20 血漿中S1P濃度と心血管疾患との関連を調べた。 (A) S1Pレベ
ルが高いグループ  (≧500nM, n=8) とS1Pレベルが低いグループ  
(<500nM, n=36) の血漿中TNF-α濃度を比較した。(p**<0.01) (B) S1P
レベルが高いグループ  (≧500nM, n=39) とS1Pレベルが低いグルー
プ  (<500nM, n=70) の血漿中PAI-1濃度を比較した。(p**<0.01) (C) 
S1Pレベルが高いグループと  (≧500nM, 13) S1Pレベルが低いグル
ープ  (<500nM, n=33) のFMDを比較した。  
al. 2013)。S1P が 500 nM 以上のグループでは FMD の値が低い傾向が見ら
れた  (図 20 C)。  
 
5-3. 小括  
肥満モデルマウスの ob/ob マウスでは正常マウスに比べて血漿中 S1P 濃
度が高いという報告に一致して  (Samad et al. 2006)、肥満者では非肥満者
に比べて血漿中 S1P 濃度が高いという結果が得られた。血漿中 S1P 濃度は
BMI と強い相関が見られた。血漿中 S1P は患者のウエスト径とも有意な相
関があり、肥満度と強い相関があることを支持している  (data not shown)。
血漿中の S1P は主に赤血球由来であるため  (Fyrst et al. 2010)、血漿中 S1P
濃度とヘモグロビンあるいはヘマトクリット値の間には相関があった  




は見られなくなった  (data not shown)。肥満によって S1P の増加が引き起
こされたと考えられるが、どのようなメカニズムで S1P の増加が起こって
いるのかについて、今後さらなる詳細な解析が必要であると考えられる。
以前、マウス 3T3-L1 脂肪細胞を低酸素状態におくと S1P の放出を増加さ
せることを報告した  (Ito et al. 2013)。肥満では脂肪組織は低酸素状態とな
っている  (Yin et al. 2009, Shin et al. 2012)。肥満者では低酸素状態になった
脂肪組織が S1P の産生を増加させている可能性がある。また、マウス
3T3-L1細胞は S1P刺激によって PAI-1の産生を増加させる  (Ito et al. 2013)。
患者の血漿中 S1P 濃度と血漿中 PAI-1 濃度について相関分析を行った結果、
S1P と PAI-1 の間にも有意な相関が見られた。S1P と BMI の間の相関とは
異なり、S1P と PAI-1 の相関はヘモグロビンあるいはヘマトクリット値を
介入させても有意な相関が消えることはなかった。この結果より、S1P と
PAI-1 の相関は独立した関係であると考えられる。血漿中 PAI-1 濃度が高
いと心血管イベントの発生リスクが高くなる  (Vykoukal  et al. 2011)。S1P









はS1P刺激によってヒト肝癌細胞HepG2 (Asakura et al. 2011) とマウス





になり得ることを示した以前の報告と一致する  (Deutschman et al. 2003)。
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しかし、S1Pは心筋梗塞を減少させるという報告と反しているため  (Knapp 





図 21 肥満によって増加した S1Pが NKT
細胞の TNF-α 産生と遊走を誘導する  








った  (図 21)。  
















本研究の結果より、S1P が NKT 細胞の移出を制御している可能性が示さ
れた。患者の血漿中 S1P 濃度の解析結果より、血漿中 S1P 濃度と肥満の間
に有意な相関が存在することがわかった。肥満によって線溶系阻害因子
PAI-1 が増加することは以前から示されており、肥満者で増加した S1P が
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 本研究において、ヒト血漿中 S1P の濃度解析について御助言をいただき
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